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The invention relates to an anti- 
gen-presenting cell which mainly presents 
predetermined antigens (monoanti genie anti- 
gen-presenting cell) and which is characterized 
in that the monoantigenic antigen-presenting 
cell is capable of dividing and one of the 
functions of co-stimulator receptors such as a 
B7 and/or CD40 receptor is suppressed. 

(57) Zusammenfassung 

Antigen prSsentierende Zelle, 
die tlberwiegend vorher bestimmte 
Antigene prasentiert (monoantigene 
antigen-prasentierende Zelle), dadurch 
gekennzeichnet, dass die monoantigene 
antigen-prasentierende Zelle teilungsfm»ig ist 
und eine der Funktionen co-stimulatorischer 
Rezeptoren, wie ein B7 - und/oder 
CD40-Rezeptor supprimiert ist. 
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Verfahren zur Reduzferuna von spe zifischen Immunreaktionpn 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Antigen prasentierende Zellen, 
Verfahren zur Herstellung Antigen prasentierender Zellen, Arzneimittel ent- 
haltend Antigen prasentierende Zellen sowie Verwendung der Antigen prasen- 
tierenden Zellen . 

Beschreibung 

Seit knapp 10 Jahren werden fur verschiedene Krankheiten und in Tiermodel- 
len gentherapeutische Verfahren entwickelt und angewendet. Bisher sind sie 
noch nicht in die Routine uberfuhrt Meist handelt es sich dabei um die Be- 
handlung von genetisch bedingten, schweren Erkrankungen, fur die andere 
Therapien nicht zur Verfugung stehen. Weiterhin werden Gentherapien zur 
Behandlung von schweren und ebenfalis nicht therapierbaren Krebserkrankun- 
gen eingesetzt. ' 

Wenig Aufmerksamkeit hat die experimentelle Medizin bisher der Behandlung 
von Allergien und Autoimmunerkrankungen mittels gentechnischer Methoden 
geschenkt. 

Allgemeines zu Allergien 

Allergien verursachen betrachtliche Kosten im Gesundheitswesen der Indust- 
rielander. Immerhin sind schatzungsweise mindestens 20% der Bevolkerung 
gegen irgendeine Substanz allergisch. Die meisten Betroffenen leiden an aller- 
gischer Rhinitis, zu der insbesondere der Heuschnupfeh zahlt, oder an Bron- 
chialasthma: Sie niesen oder ringen nach Luft, nachdem sie bestimmte Pollen 
Oder andere im allgemeinen harmlose Substanzen eingeatmet haben. Viele 
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Kinder und einige Erwachsene reagieren auch allergisch auf Nahrungsmittet. 
Andere erleiden Hautausschlage oder sogar einen allergischen Schock, nach- 
dem sie Medikamente wie Penizillin erhalten haben. Bei wieder anderen rufen 
Bienenstiche starke lokale Schwellungen oder schwere systemische - den ge- 
samten Organismus erfassende - Stdrungen hervor. Im Extremfall konnen 
allergische Anfalle sogar zum Tod fuhren. Allein die unmittelbare medizinische 
Versorgung von Asthmapatienteri hat in den USA 1990 schatzungsweise 3,6 
Milliarden Dollar verschlungen und damit rund ein Prozent aller Kosten im 
Gesundheitswesen ausgemacht. 

Mittlerweile ist bekannt, dass einige der zeilularen und molekularen Wechsel- 
wirkungen bei allergischen Reaktionen oft ahnlich ablaufen, unabhangig davon, 
auf welche Substanzen der einzelne anspricht und welche Symptome er entwi- 
ckelt Gewisse Begleiterscheinungen der Allergien treten normalerweise aus- 
schiieBlich auf, wenn das Immunsystem Parasiten bekampft So reagiert der 
Korper auf Schmarotzer ebenso wie auf Allergene mit der massiven Produktion 
von Molekulen, die als Immunglobulin-E-Antikorper (IgE) bezeichnet werden. 
Die Produktion dieser Antikorper wird durch T-Helfer-Zellen induziert, die wie- 
derum von antigen-prasentierenden Zellen aktiviert werden. 

Sensibilisierung 

Unterschiedliche Allergene rufen unter anderem deswegen verschiedenartige 
Symptome hervor, weil sie mit dem Immunsystem in verschiedenen Korperre- 
gionen in Beruhrung kommen. In den oberen Luftwegen erzeugt die fehlgelei- 
tete Immunreaktion Niesen und eine verstopfte Nase. In den unteren Luftwe- 
gen konnen dagegen die Bronchien sich verengen und verschleimen, so dass 
typische asthmatische Symptome auftreten. Entsprechend rufen Immunakti- 
vitaten in den Geweben des Magen-Darm-Traktes Obelkeit, Bauchkrampfe, 
Durchfall oder Erbrechen hervor. 

SchlieBlich vermag ein Allergen, dass auf irgendeinem Weg ins Blut gelangt, 
eine Anaphylaxe auszulosen; eine allergische Reaktion in weit von seiner Ein- 
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trittsstelle entfernten Korperregionen. Schwere anaphylaktische Schocks kon- 
nen alle normalen Korperfunktionen durcheinanderbringen und todlich enden. 

Auch wenn sich die allergischen Reaktionen unterschiedlich auBern, werden sie 
doch stets durch den gleichen Mechanismus in Gang gesetzt: die Sensibilisie- 
rung. Dazu kann bereits der einmalige Kontakt mit einem Allergen, typischer- 
weise einem EiweiBstoff, genugen. In den Luftwegen Oder anderen Geweben 
trifft die allergieausldsende Substanz auf sogenannte Fresszelien oder 
Makrophagen. Diese verschlingen den Fremdstoff, zerstuckeln ihn und prasen- 
tieren die Fragmente auf der Zelioberflache mit MHC II-Molekulen. Im weiteren 
Verlauf erkennen einige T-Helfer-Lymphozyten die dargebotenen Bruchstucke 
und binden daran. Die T-Helfer-Lymphozyten werden von den Makrophagen 
aktiviert und aktivieren dann ihrerseits einige B-Lymphozyten, die gleichfalls 
das Allergen erkennen. Die B-Zellen reifen dann zu Antikorper produzierenden 
Plasmazellen aus. Zunachst sind dies Antikorper vom sogenannten IgM-Typ; 
ab einem bestimmten Zeitpunkt schalten die Plasmazellen jedoch auf IgE- 
Antikorper um. 

Bis die Antikorper hergestellt sind, konnen Tage oder Wochen vergehen, und 
das Allergen, welches ihre Produktion in Gang gesetzt hat, ist dann womoglich 
schon lange verschwunden. Nicht so die IgE-MoIekule. Mit ihrer Fc-Region 
heften sie sich an IgE-Rezeptoren zweier unterschiedlicher Klassen von Im- 
munsystemzellen. Bei der einen handelt es sich um Mastzellen, die sich im 
Korpergewebe fur gewohnlich in der Nahe von BlutgefaBen und Epithelzellen 
ansiedeln. Uber das Epithel besteht Kontakt mit der AuBenwelt (darunter fallt 
auch das Epithel der Atemwege und des Magen-Darm-Traktes). IgE-Antikdrper 
binden auBerdem an basophile Granulozyten (Basophile). Diese Zellen zirku- 
lieren allerdings im Blutstrom. 

Hat die Produktion der IgEs einmal begonnen, halt sie offenbar Monate, ja 
manchmal sogar Jahre an. Folglich besetzen sie unablassig IgE-Rezeptoren auf 
Mastzellen und Basophilen - bereit beim nachsten Allergenkontakt augenblick- 
lich in Aktidn zu treten. 
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Akute Svmptome 

Wahrend also die erste Begegnung mit einem Allergen selbst bei Personen, die 
sich spater als Allergiker entpuppen, keine Symptome hervorruft, leitet die 
Zweitexposition ein Stadium der Uberempfindlichkeitsreaktion ein, welches 
auch auBerlich in Erscheinung tritt. Innerhalb von Sekunden nach dem Kontakt 
mit menschlichem Gewebe bindet der allergieauslosende Stoff an die IgEs der 
Mastzellen. Heftet er sich dabei an zwei oder mehr IgE-Molekule zugleich, 
bildet er eine Brucke zwischen ihnen. Solche Quervernetzungen lassen die 
betroffenen IgE-Rezeptoren dichter zusammenrucken, und dies aktiviert die 
Zelle, so dass sie hochwirksame Substanzen ausschuttet, die auf direktem 
Wege allergische Symptome erzeugen. (Die Freisetzung kann auch auf andere 
Arten hervorgerufen werden; von aliergischen Reaktionen spricht man nur, 
wenn IgEs beteiligt sind). Die wichtigste dieser Substanzen ist Histamin. Es 
kann sowohl die Schleimbifdung in den Epithelien anregen und so zur Ver- 
stopfung der Luftwege beitragen als auch die glatte Muskulatur, die wie ein 
elastisches Band Bronchien und Darme umschiingt, kontrahieren lassen. Fer- 
ner vermag es die feinen BIutgefaBe zu weiten und durchlassiger zu machen, 
so dass Flussigkeit ins Gewebe sickern kann. Rotungen und Schwellungen sind 
die Folge. Betreffen diese GefaBveranderungen groBe Teile des Korpers, kon- 
nen sie ein todliches Kreislaufversagen auslosen: Bei einem solchen Schock 
fallt der Blutdruck jah so stark ab, dass die Sauerstoffversorgung von Herz und 
Gehirn nicht mehr gewahrleistet ist. 

Die zweite Gruppe von Mediatoren besteht hauptsachlich aus Prostaglandinen 
und Leukotrienen. Sie werden erst erzeugt, nachdem die Allergenmolekule sich 
an die IgEs auf den Zellen angelagert haben. Wie Histamin verengen sie die 
Bronchien und erweitern die BIutgefaBe. Ihre Wirkung halt allerdings langer 
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Zusatziich stoBen stimulierte Mastzellen eine Vielzah! potentiel! toxischer En- 
zyme aus. Offenbar setzen sie ferner Cytokine frei, die die Aktivitaten anderer 
Immunzellen regulieren. 

Behandluna: 1. Die alleraische Rhinitis 

Antihistaminika erweisen sich in der Regel als wirksam und dienen immer noch 
als Standardtherapie. Die neuesten Varianten konnen die Blut-Hirn-Schranke 
nicht mehr ohne weiteres passieren und machen die Patienten nicht mehr 
mude. Wenn bei einer schweren Entzundung Antihistaminika wirkungslos blei- 
ben, helfen oft inhaiierbare Corticosteroide, die gewohnlich zur Linderung der 
chronischen Entzundung bei Asthma verschrieben werden. 

In schweren Fallen kann die schon im Jahre 1911 eingefuhrte Immuntherapie 
Oder Hyposensibilisierung (auch als Allefgiespritzen oder Desensibilisierung 
bekannt) auf lange Sicht Erleichterung verschaffen. Bei dieser Behandlung 
injizieren Arzte den Patienten steigende Dosen des Allergens, auf das diese 
empfindlich reagieren. In alien Fallen ist die Dosis ausschlaggebend: Zu wenig 
Allergen verleiht keine Toleranz. AuBerdem ist der Schutz selten vollstandig. 

2. Asthma 

Bronchodilatatoren sind die meistverwendeten Arzneimittel bei Asthma. Sie 
lindern die durch Histamin und andere Bronchokonstriktoren hervorgerufenen 
Symptome sehr schnell, beeinflussen die zugrundeliegende Entzundung jedoch 
wahrscheinlich nicht. AuBerdem kann ihr ubermaBiger Gebrauch eine Gegen- 
reaktion des Korpers hervorrufen, so dass nach Abklingen ihrer Wirkung der 
Atemstrom starker behindert ist als zuvor. Zusatziich kommen die unter 1. 
aufgezahlten Methoden zur Anwendung. 



3. Anaphylaktische Reaktionen 
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Insektenstiche rufen bei manchen Menschen Anaphylaxien aus. In schweren 
Fallen fiihren diese zum Tod durch z.B. Kreislaufversagen oder Ersticken. Jede 
schwere Anaphylaxie - gleich ob sie zum ersten oder funfzehnten Mai auftritt - 
ist ein Notfall, bei dem zunachst versucht werden muss, die bedrohlichsten 
Symptome zu beherrschen. Meist geschieht das durch Injektion von Adrenalin, 
welches die Freisetzung der Mediatoren hemmt, die Luftwege offnet und der 
Erweiterung der BlutgefaBe entgegenwirkt. Man kann vorbeugend durch eine 
Immunisierung mit dem Gift des gesundheitsbedrohenden Insekts.agieren. 

Neue Ansatze 

In der Erprobung im Tiermodell befindet sich die auf DNA basierende Immuni- 
sierung mit einem Allergen (Der p 5) der Milbe Dermatophagoides pteronyss'h 
nus. Diese Immunisierung resultiert in einer Produktion von IgG, aber nicht 
IgE, und resultiert in einer 90%tigen Reduktion der Mengen an spezifischem 
IgE, welche durch klassische Sensibilisierung mit Der p 5 und Alaun als Adju- 
vant oder allergen-induzierte Rhinitis hervorgerufen wurden. 

Eine weitere neue Strategie ist die Verwendung von humanisierten monoklo- 
nalen Anti-IgE-Antikdrpern gegen die FceRI-Binderegion fur IgE. Dadurch wird 
die Bindung von IgE an den IgE-Rezeptor verhindert, so dass keine Mediatoren 
der allergischen Reaktion von Mastzelien oder Basophilen ausgeschuttet wer- 
den konnen. Diese Strategie hat in klinischen Studien bei Patienten mit allergi- 
scher Rhinitis und allergischem Asthma gezeigt, dass diese Antikorper gut 
toleriert werden und die allergischen Reaktionen reduzieren. 

(siehe auch LM. Lichtenstein: "Allergie und Immunsystem"; in Spektrum der 
Wissenschaft Spezial: Das Immunsystem; 1994; 74-83; S-K Huang, K-Y Chua 
und K-H Hsieh: Allergen gene transfer Current Opinion in Immunology 1997; 
800-804; C, Heusser und P. Jardieu: Therapeutic potential of anti-IgE antibo- 
dies. Current Opinion in Immunology 1997; 805-814). 
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Allgemeines zu Transplantationen 

Die Transplantation von Geweben, urn kranke Organe zu ersetzen, ist heute 
eine wichtige medizinische Therapie. In den meisten Fallen stellt eine Reaktion 
des anpassungsfahtgen Immunsystems gegen das Transplantat die groBte 
Bedrohung fur eine erfolgreiche Behandlung dar, Reaktionen des anpassungs- 
fahigen Immunsystems werden von Antigen-prasentierenden Zellen durch 
Aktivierung von T-Helfer-Lymphozyten induziert. Bei der Transfusionen von 
Blut, welches das erste und am haufigsten verwendete Transplantat ist, mus- 
sen die ABO und Rh Blutgruppenantigene abgegiichen werden, damit die 
schnelie Zerstorung unpassender Erythrozyten vermieden wird. Bei anderen 
Geweben mussen die sehr polymorphen Haupthistokompatibilatskomplexe 
(MHC) aufeinander abgegiichen werden, da diese fast immer die Immunreakti- 
on auslosen. Leider ist der perfekte Abgleich der MHCs auBer bei Verwandten 
fast unmoglich. 

Obwohl die Irrimunreaktion Organtransplantationen schwierig macht, gibt es 
wenige Alternativen bei Organausfallen. Die Verwendung von potenten im- 
munsuppressiven Drogen, besonders Cyclosporin A und FK-506, die die Akti- 
vierung von T-Zellen verhindern, macht Organtransplantationen erfolgreich. 
Trotzdem laufen hier einige Probleme auf, da das Leiden, welches das eigene 
Organ zerstdrt hat, auch das fremde. Organ zerstort. AuBerdem steigt durch 
die Unterdruckung des Immunsystems, das Risiko an Krebs oder Infektionen 
zu erkranken. Zudem ist die Prozedur sehr kostspielig (Janeway and Travers 
1997). 

Allgemeines zu Autoimmunerkrankungen 

Autoimmunerkrankungen gehoren zu den chronischen Erkrankungen. Zu ihnen 
zahlen Rheuma in verschiedensten klinischen Auspragungen, Diabetes, Mul- 
tiple Sklerose, bestimmte Formen von Herzmuskelentzundungen und von 
Schilddrusenerkrankungen. Die Reihe von Autoimmunerkrankungen lieBe sich 
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beliebig fortsetzen, wobei ca. 90% allerdings epidemiologist nur einen kleinen 
Prozentsatz ausmachen. 

Die klinischen Verlaufe von Autoimmunerkrankungen selbst bei ein- und der- 
selben Diagnose konnen sehr unterschiedlich sein. Z. T. werden schubartige 
Krankheitsverlaufe beobachtet. Entsprechend werden die Behandlungen vom 
Arzt individual! gestaltet. 

Einige der Autoimmunerkrankungen sind antikorpervermittelt. Darunter wird in 
der Immunologie verstanden, dass der Organismus aus meist nicht bekannten 
Ursachen Antikorper produziert, weiche sich gegen korpereigene zellulare 
Strukturen (Autoantigene) richten. Sind diese Antikorper einmai gebildet, 16- 
sen sie durch ihre Interaktion und Bindung an die jeweiligen organ- oder zell- 
spezifischen Strukturen eine zell- und gewebszerstorende Reaktion des Im- 
munsystems aus. Letztendlich fuhrt diese dann zu dem klinischen Bild der 
Erkrankung (Steinman 1994). 

Beispiel hierfur ist die Schilddrusenerkrankung Morbus Basedow, aber auch 
eine Form der Herzmuskelentzundung, die zur Dilatativen Cardiomyopathie 
fuhrt. In einigen Fallen sind sowohl die Targets, gegen die sich die Autoanti- 
korper richten, als auch die Autoantikorper selbst, genau charakterisiert. 

WO-A-96/18736 offenbart ein Verfahren und ein Reagenz zur Behandlung von 
arthritischen Bedingungen, Induktion von Toleranz bei Verpflanzungen und 
Umkehrung von Immunreaktidnen. Dabei wird die Moglichkeit, die Expression 
von B7-1, B7-2 und B7-3 durch Ribozyme oder Antisense-RNA zu unterdru- 
cken, theoretisch erortert. Die Unterdruckung der B7-Mengen durch ein B7- 
Ribozym und B7-Antisense-RNA werden zwar nicht durch Experimente verifi- 
ziert, aber eine reine Unterdruckung von B7 wurde im besten Falle eine allge- 
meine Reduzierung der gesamten Reaktionen des anpassungsfahigen Immun- 
systems bewirken. 
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Die WO-A-95/32734 beschreibt die Verhinderung co-stimulatorischer Aktivita- 
ten von antigen-prasentierenden Zeilen, indem FcyRII-Rezeptoren durch ag- 
gregierte IgG-Molekule vernetzt werden. Eine Unterdruckung von T-Zell- 
vermittelten Krankheiten soil erreicht werden, indem gleichzeitig die FcyRII- 
Rezeptoren vernetzt und spezifische Antigene verabreicht werden. 

Die WO-A-98/29124 betrifft injizierte Antisense-Oligonukleotide, mit denen die 
B7-Mengen reduziert werden solien. Damit kann die Expression von B7 
hochstens unspezifisch in alien Zellen behindert werden. . 

WOA-97/44450 offenbart die Erhohung oder Unterdruckung von Prozessen, 
die auf sequenzspezifischen Interaktionen von Nukleinsauren mit der Zellma- 
schinerie beruhen. Insbesondere kdnnen Genpromotor-unterdruckende Nuk- 
leinsauren eingesetzt werden, die mit Genpromotormotiven fur die Erhohung 
oder Unterdruckung der Transkription eines Zielgens interagieren. Im Detail 
werden mit einer Utron-Nukleinsaure, dem TSU, die Expression von MHCs der 
Klassen I und II, sowie von ICAM-1, B7-1, B7-2 und FcyR behindert. Ein sol- 
cher Eingriff konnte insbesondere fur Organtransplantate von Nutzen sein, bei 
denen die Expression von MHC-Molekulen die entscheidenden AbstoSungsre- 
aktionen hervorruft. Utron-Nukleinsauren stammen aus den 3'- 
untranslatierten Regionen von mRNAs. Diese 3'-untranslatierten Regionen 
werden so genannt, wenn sie in vivo Aktivitaten entfalten, die zellulare Prozes- 
se durch sequenzspezifische Interaktionen mit einem Teil der zellularen Ma- 
schinerie stimulieren oder inhibieren. Bei der zellularen Maschinerie handelt es 
sich gemaB WO -A-97/44450 urn Promotoren. Es wird dort zwar uber die Mog- 
lichkeit der Unterdruckung der B7-Expression (1 und 2) mit gentechnischen 
Methoden spekuliert, aber eine solche Inhibition kann mit dem aufgezeigten 
Mittel nur in Zusammenhang mit der Inhibition weiterer Gene (MHCs der Klas- 
sen I und II, sowie von ICAM-1 und FcyR) geschehen, Eine solch weitreichende 
Inhibition ist kontraproduktiv, da man auf eine hohe MHOExpression angewie- 
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sen ist. AuBerdern ist eine Regulation auf der Promotorebene nachteilig, da 
keine Moglichkeit besteht, um hinreichend spezifisch zu wirken. 

WO-A-99/50394 offenbart teilungsfahige aus Monozyten gewonnene Zellen. Es 
werden keine Monozyten beschrieben, die vorwiegend vordefinierte Antigene 
prasentieren. Es wird kein Gentransfer vorgesehen, der fur eine verminderte 
Anzahl von CD80, CD86, CD40 an der Zelloberflache sorgt Vielmehr wird de- 
ren verminderte Prasenz durch die Behandlung mit z. B. physikalischen Metho- 
den wie UV-Licht erreicht, wodurch auch die beschriebenen anderen Charakte- 
ristika hervorgerufen werden. 

Das der Erfindung zu Grunde liegende Problem besteht unter anderem darin, 
gentechnologische, therapeutisch nutzbare Produkte fur die Reduktion von 
spezifischen Immunreaktionen zur Verfiigung zustellen, bei denen Targets 
(Antigene, Autoantigene) und Antikorper, Autoantikorper bekannt sind, 

Gelost wird das Problem durch die erfindungsgemaBe antigen-prasentierende 
Zelle, die uberwiegend vorher bestimmte Antigene prasentiert (monoantigene 
antigen-prasentierende Zelle) und dadurch gekennzeichnet ist, dass die mono- 
antigene antigen-prasentierende Zelle teilungsfahig ist und eine der Funktio- 
nen co-stimulatorischer Rezeptoren der Zelle, wie ein B7- und/oder CD40- 
Rezeptor supprimiert ist. 

Vorteiihaft an der antigen-prasentierenden Zelle gemaB der Erfindung ist, dass 
man die Zellen vermehren und z. B. Makrophagen und dendritischen Zellen 
differenzieren kann. Durch Erhalt der Teilungsfahigkeit werden diese Zellen jm 
Grunde erst fur den Gentransfer durch die gangigen nicht replikationsfahigen 
Retroviren geeignet, da diese erst bei der Teilung ins Genom eingebaut wer- 
den. 

Figur 1 zeigt ein Schema zur Funktion der Genmanipulation auf zellularer Ebe- 
ne. 
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a) normaler Mechanismus der T-Helfer-Zell-Aktivierung uber Monozyten 

b) Mechanismus der Monozyten nach Genmanipulation. Ausbleiben derT- 
Helfer-Zell-Aktivierung nach Genmanipulation der Monozyten. 

Figur 2 zeigt eine "Normale" Immunreaktion zur Antikorperbildung, Antigen- 
prasentierende Monozyten als Induktoren der Antikorperproduktion, Monozy- 
ten nehmen als fremd erkannte Molekule auf und bringen sie auf die Zellober- 
flache (Antigenprasentation). Gemeinsam mit einem Oberflachenmolekul (B7) 
wird das Antigen den T-Helferze!len prasentiert. Das prasentierte Antigen wird 
von T-Helfer-Lymphozyten erkannt, die ihrerseits B-Zellen zur Antikorperpro- 
duktion anregen. Das Schema ist stark vereinfacht. 

Figur 3 zeigt schematisch die Funktion der Genmanipulation auf molekuiarer 
Ebene: der Co-stimulierende Rezeptor B7 wird inaktiviert 

Figur 4 (I) zeigt die Funktion der Genmanipulation auf molekuiarer Ebene: das 
Autoantigen wird von den B7-inhibierten antigenprasentierenden Zellen syn- 
thetisiert 

Rgur 4 (II) zeigt einen Vergleich der Antigenprasentation von "normalen" und 
gentechnisch veranderten Monozyten, 

Rgur 5 demonstriert die Funktion der genetisch veranderten Monozyten im 
Korper. 



Vorzugsweise ist die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende 
Zelle ein Monozyt, eine dendritische Zelle und/oder ein Makrophage. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 




WO 00/66715 PCT/EPOO/03984 

- 12 - 

Die APCs sind die Schaltsteilen des anpassungsfahigen Immunsystems. Nursie 
konnen eine solche Immunantwort auslosen. Dies sei in folgenden Abbildungen 
am Beispiel von Monozyten und der durch T-Helfer-Zellen ausgelosten Anti- 
korperproduktion gezeigt: 

Innerhalb des Immunsystems spielen die Antikorper normalerweise als Ab- 
wehrmoiekule ("humorale Immunreaktion") eine wichtige Rolle. Sie werden 
von ausgereiften B-Lymphozyten produziert. Die Induktion und Produktion der 
Antikorper erfolgt ailerdings nicht unabhangig von den restlichen Zellen des 
Immunsystems; vielmehr wird diese humorale Immunreaktion von anderen 
Zellen des Immunsystems gesteuert. 

Die Antikorperproduktipn - und so auch die Produktion der pathoiogischen 
Autoantikorper - lasst sich nicht aufrechterhalten ohne die Hilfe und Vermitt- 
iung von Monozyten und T-Heifer-Lymphozyten, die ihrerseits antigenspezi- 
fisch die B-Lymphozyten aktivieren (Fig.l). 

Die molekularen Mechanismen der Interaktion - des Zeli-Zell-Kontakts - von 
Monozyten mit den T-Helfer-Lymphozyten ist auf Rezeptorebene bis ins Detail 
bekannt (Figur 2). 

Handelt es sich bei dem Antigen z.B. urn ein Bakterienprotein, ist die Immun- 
reaktion fur den Organismus niitzlich, Ist das Antigen ailerdings eine korperei- 
gene Struktur, spricht man von einer (pathoiogischen) Autoimmunreaktion. 

Neben dem zu prasentierenden Antigen (gegen welches sich die zu produzie- 
renden Antikorper richten) sind auf der Zelloberflache verschiedene Rezepto- 
ren und Hilfsrezeptoren am Zell-Zell-Kontakt und der Zellaktivierung beteiligt. 
Ein essentielles Molekul der interzellularen Wechselwirkung bei der Antigenpra- 
sentation (Kontakt von Monozyt mit den T-Helfer-Lymphozyten) ist ein costi- 
mulierender Rezeptor mit der Bezeichnung B7 (Figur 2) 
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Die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende Zelle weist vor- 
zugsweise durch eine Transformation einer antigen-prasentierenden Zelle mit 
nukleinsaurehaltigem Material eine erhohte Expression eines Antigens auf, 
wobei die antigen-prasentierende Zelle im wesentlichen nur eine Sorte eines 
Antigens prasentiert. 

Das konzipierte gentherapeutische Verfahren beruht auf zwei parallelen gen- 
technologischen Eingriffen an patienteneigenen Blutmonozyten. Die Eingriffe 
erfolgen mittels geeigneter Sonden und bewirken die Verminderung von B7- 
Molekulen durch die Behinderung und damit der Verhinderung der Ausbildung 
des Molekuls auf der Oberflache der Monozyten (Figur 3) und gleichzeitig eine 
starke Presentation des Autoantigens (Figur 4). 

Verminderung der spezifischen Antikorperproduktion durch Gentherapie 

Die Produktion pathologischer Autoantikorper wird durch die Manipulation von 
Monozyten spezifisch abgeschaltet. Der Co-Rezeptor B7, ohne den die Anti- 
genprasentation bzw. die Induktionskaskade zur Antikorperproduktion nicht 
anlauft, wird unterdruckt. Hinter dem Begriff B7 verbergen sich zwei unter- 
schiedliche Co-Rezeptoren, die als CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) bezeichnet 
werden. Ihre Strukturen sind bekannt. 

Nach dem Abschalten der Antikorperproduktion verschwinden die im Blut zir- 
kulierenden Autoantikorper aufgrund des naturlichen Abbaus und des fehlen- 
den Nachschubs. 

Nach der in vitro Manipulation der Monozyten werden die Zellen in die Blut- 
bahn des Patienten zuruckgegeben. Die genmanipulierten Monozyten schalten 
nunmehr die im Organismus befindlichen entsprechenden T-Helfer- 
Lymphozyten ab. Die genmanipulierten Zellen treten dabei unmittelbar in Kon- 
kurrenz zu den bereits im Organismus (vorzugsweise Blutbahn und Lymph- 
system) vorhandenen Autoantigen-prasentierenden Monozyten, die allerdings 
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B7 auf der Zelloberflache tragen und normalerweise die T-Helfer-Lymphozyten 
und damit die Antikorperproduktion aktivieren (Rgur 5). 

Antioenprasentation bei qentechnisch veranderten Monozyten 

Die cDNA eines Proteins, das als Autoantigen die Produktion pathologischer 
Autoantikorper hervoruft, wird in das Monozytengenom integriert. Diese Erb- 
information dient dann zur Uberproduktion des Autoantigens. Peptide dieses 
Autoantigens werden daraufhin bevorzugt an MHC II und/oder MHC I prasen- 
tiert (siehe auch Figur 4(H)). MHC II prasentiert die Peptide den T-Helferzellen 
und versucht solche zu finden, die spezifisch die prasentierten Proteine erken- 
nen. Wenn der Co-Rezeptor B7 nicht gleichzeitig an der Zelloberflache er- 
scheint, werden die T-Helferzellen stillgestellt und unterliegen einem vorzeiti- 
gen Zelltod. 

Aile genmanipulierten Monozyten prasentieren an den meisten ihrer MHC II- 
Komplexe das Autoantigen, wahrend in vivo nur sehr wenige "normale" Mono- 
zyten das Autoantigen prasentieren und dann auch nur an wenigen MHC II- 
Komplexen. Es ist Ziel der Behandlurtg, in vivo die "normalen" Monozyten, die 
das Autoantigen prasentieren und die T-Helfer-Zellen aktivieren, zu verdran- 
gen durch die auf Abschaltung der Antikorperprodukte programmierten, gen- 
manipulierten Monozyten. 

Die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende Zelle kann fns- 
besondere eine erhohte Anzahl von Homing-Rezeptoren, wie CD44, aufzeigen. 
Eine Uberexpression von Homing-Rezeptoren wird der monoantigenen Anti- 
gen-prasentierenden Zelle den Weg in die Lymphknoten weisen, wodurch die 
genmanipulierten APCs sich vermehrt und schneller in Lymphknoten ansam- 
meln. Die Lymphknoten sind der Ort, an dem die allermeisten Reaktionen des 
anpassungsfahigen Immunsystems hervorgerufen werden. Dort entfalten die 
genmanipulierten APCs daher eine um ein vielfaches hohere Wirkung als au- 
Berhalb der Lymphknoten. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen monoantige- 
nen antigen-prasentierenden Zelle bewirkt eine Transformation eine Erhohung 
der Anzahl von Homing-Rezeptoren und/oder eine Suppression von Funktionen 
der B7-, CD40-Rezeptoren. 

Insbesondere mit Antisense-Nukleinsauren kann die B7- und/oder CD40- 
Rezeptor Expression in der erfindungsgemaBen monoantigenen antigen- 
prasentierenden Zelle verhindert oder reduziert werden.. 

Alternativ kann mit Nukleinsauen eine Unterdriickung der Expression der B7- 
und/oder CD40-Rezeptoren durch Co-Suppression in der erfindungsgemaBen 
monoantigene antigen-prasentierende Zelle bewirkt werden. 

Die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende Zelle kann Nuk- 
leinsauren enthalten Oder transformiert sein, die eine Expression von mit B7- 
und/oder CD40-Rezeptoren affinen Strukturen aufweisenden Proteinen oder 
Peptiden bewirken. Damit werden Proteine gebildet, die durch Komplexbildung 
mit B7 - und/oder CD40-Rezeptoren praktisch neutralisieren. Insbesondere 
kommen dazu CTLA4, CD28, Antikorper, F(ab) 2 , scFv und/oder F ab -Fragmente 
als Proteine in Betracht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaBe 
.monoantigene antigen-prasentierende Zelle Nukleinsauren, die fur eine Signal- 
sequenz kodieren oder Expressionsprodukte einer Signalsequenz, die den 
Verbleib der Expressionsprodukte im endoplasmatischen Retikulum, dem Gol- 
gi-Apparat, dem Trans-Golgi-Netzwerk oder intrazelluiaren Vesikeln bewirkt. 

Die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende Zelle wird zur 
Expression von Antigenen mit Nukleinsauren transformiert, die den Transport 
der exprimierten Antigene in MHC II-Kompartimente der Zellen ermoglichen. 
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Alle genmanipulierten Monozyten prasentieren an den meisten ihrer MHC- 
Komplexe das Autoantigen, wahrend nur sehr wenige "normale" Monozyten 
uberhaupt das Autoantigen prasentieren und dann auch nur an wenigen MHC- 
Komplexen. Es ist Ziel der Behandlung, die "normalen" Monozyten, die das 
Autoantigen prasentieren und die T-Helfer-Zellen aktivieren, zu verdrangen 
durch die auf Abschaltung der Antikorperprodukte programmierten, genmani- 
pulierten Monozyten. Es ist sehr wichtig, das Antigen (die Antigene) auch in 
einer Form zu verabreichen, die den Transport in die MHC II-Endosomen er- 
moglicht Nur so kann zuverlassig eine Presentation an MHC II erreicht wer- 
den. Bei einem gentechnischen Eingriff erfolgt dies in der Regel durch Manipu- 
lation des offenen Leserasters, so daS dem Leseraster eine Signalsequenz fur 
dieses Kompartiment vorgeschaltet wird. Eine genetische Manipulation hat den 
zusatzlichen Vorteil, daB sie eine viel langere Halbwertzeit hat, als z.B. Oligo- 
nukleotide Oder Peptide. Eine stabile Integration von Genen fuhrt sogar zu 
einer permanenten Veranderung der Eigenschaft der Zielzellen. 

Die entsprechenden Nukleinsauren konnen dabei DNA, RNA, Oligonukleotide, 
Polynukleotide, Ribozyme, Peptidnukleinsauren (PNA) sein. 

Vorzugsweise besitzt die DNA Regulationselemente wie Enhancer, Promotoren, 
polyA-kodierende 3'-Enden zur Transkription der DNA in RNA, die RNA. Regula- 
tionselemente zur Translation der RNA in Protein, Die Regulationselemente 
sorgen fur eine effiziente Expression der Gene. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen monoantigenen antigen- 
prasentierenden Zelle erfolgt zum Beispiel durch ex vivo oder in vivo Verfah- 
ren. Dabei wird vorzugsweise eine antfgen-prasentierende Zelle ex vivo oder in 
vivo durch Behandlung mit Viren viraien Vektoren, bakteriellen Vektoren, 
Plasmiden, die durch Elektroporationstechniken, Iontophorese, ballistischen 
Methoden und/oder anderen Techniken zur Einschleusung von Molekulen in 
eine monoantigene antigen-prasentierende Zelle transformiert. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform kann eine antigen-prasentierende Zelle 
oder eine monoantigene antigen-prasentierende Zelle durch Behandlung mit 
Viren, viralen Vektoren, bakteriellen Vektoren, Plasmiden, die durch Elektro- 
porationstechniken, Iontophorese, baliistischen Methoden und/oder anderen 
Techniken zur Einschleusung von Molekuien in eine Zelle mit supprimierter 
Funktion co-stimulatorischer Rezeptoren transformiert werden oder die Ex- 
pression cb-stimulatorischer Rezeptoren durch Verhinderung von deren Ex- 
pression oder die co-stimulatorischen Rezeptoren werden durch Reaktion mit 
affinen Strukturen an einer Stimulation von T-Zellen, die an die monoantigene 
antigen-prasentierende Zelle gebunden sind, gehindert. 



Fur die Unterdruckung der Co-Stimulation, die letztendiich ein Unterdrucken 
der Produktion eines oder mehrerer Proteine oder die Behinderung des Prote- 
ins oder der Proteine bedeutet, kommen verschiedene Strategien in Frage: 

1. Antisense-Ansatz 

2. Co-Suppression 

3. Bindung des co-stimulatorischen Molekuls. 

Zu 1.: In diesem Fall mussen Antisense-Nukieinsauren in Kontakt mit der 
mRNA des co-stimulatorischen Molekuls kommen. Sie binden dann wahr- 
scheinlich das Molekul und verhindern die Translation. Als Nukleinsauren 
kommen eine groBe Bandbreite von Molekuien, wie RNAs, DNAs f PNAs, 
Ribozyme, in Frage. Auch hier wurde ein gentechnischer Eingriff fur die 
groBte Halbwertszeit des Effekts sorgen. 

Zu 2.: Es hat sich inzwischen herausgestellt, dass man die Produktion eines 
Genproduktes auch durch Integration einer mdglichst homologen Sense- 
Gensequenz erreichen kann. Der Mechanismus ist noch vollig unbekannt. 
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Zu 3.: Die Bindung des co-stimulatorischen Molekuls z.B. durch spezifische 
Antikorper verhindert, daB dieses Molekul Kontakt mit dem avisierten 
Rezeptor auf einer T-Zelie aufnimmt und verhindert so die Aktivierung 
der T-Zelle. Die externe Zugabe solcher Bindemolekule hat den Nachteii, 
dass sie auf alle Antigen-prasentierenden Zellen wirken und damit jede 
Immunreaktion verhindern. Urn Immunreaktionen spezifisch zu behin- 
dern, haben wir ein Modell entworfen, bei dem die co-stimulatorischen 
Molekule bereits in der Zelle, in einem intrazeliularen Kompartiment ge- 
bunden werden. In einer Erweiterung dieses Modells soli dafur gesorgt 
werden, dass das Bindemolekul im intrazeliularen Kompartiment zuriick- 
gehalten wird, so dass der co-stimulatorische Rezeptor erst gar nicht zur 
Plasmamembran gelangt. Hierfur sind Signalsequenzen bekannt, die dem 
offenen Leseraster des Bindemolekuls zugefugt werden mussen. Dieser 
intrazellulare Ansatz lasst sich gut an isolierten Zellen durchfuhren. Auch 
hier ist ein gentechnischer Eingriff zu bevorzugen. 

Die gewuhschten Effekte konnen auch erreicht werden, wenn nur eines der 
beiden Ziele mit einem gentechnischen Eingriff vorgenommen wird. In diesem 
Fall konnen statt der Gene z.B. folgende anderen Molekule eingesetzt werden: 

1. Behinderung der Co-Stimulation durch 

Nukleinsauren (zumeist komplementar zur Zielsequenz) bei denen es sich 
z.B. urn Oligonukleotide, Polynukleotide/ Ribozyme, Peptidnukleinsauren 
(PNAs) handeln kann 7 

Antikorper oder andere Molekule, die die co-stimulatorischen Molekule bin- 
den. 

2. Antigen Kontaktierung durch 



Prpteine, Peptide, Peptidomimetica. 
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Es werden nach dem erfindungsgemaBen Verfahren insbesondere Molekule wie 
Antikorper, Proteine, Peptide, Peptidomimetica, CTLA4, CD28, CD40L und/oder 
Bestandteile und/oder Kombinationen dieser Molekule, die z.B. B7-1, B7-2, 
CD40 binden, welche eine in Gegenwart einer Antigenprasentation stattfinden- 
de Co-Stimulation der T-Zelle behindert, mit der monoantigenen antigen- 
prasentierenden Zelie oder der antigen-prasentierenden Zelle in Kontakt ge- 
bracht. 

Es kann vorteilhaft sein, die Molekule mittels Vehikeln, wie Liposomen, Hydro- 
gele, Zyklodextrine, biologisch abbaubare Nanokapseln, bio-adhasive Mikroku- 
geln und/oder durch Elektroporationstechniken, Iontophorese, ballistische 
Methoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Molekulen in die 
monoantigene antigen-prasentierende Zelle oder die antigen-prasentierende 
Zelle zu transferieren. 

Nukleinsauren konnen insbesondere durch Viren, virale Vektoren, bakterielle 
Vektoren, Plasm.ide, die durch Elektroporationstechniken, Iontophorese, ballis- 
tische Methoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Molekulen 
in die monoantigene antigen-prasentierende Zelle oder die antigen- 
prasentierende Zelle transferiert werden. 

ErfindungsgemaB beansprucht wird ein Arzneimittel, enthaltend mindestens 
eine erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende Zelie. Vorzugs- 
weise ist das erfindungsgemaBe Arzneimittel als Infusionslosung zur intrave- 
nosen oder intraperitonealen Applikation formuliert Die Formulierung Ist so 
gewahlt, dass bei Verabreichung des Arzneimittels keine wesentiiche Beein- 
trachtigung der Wirksamkeit der erfindungsgemaBen monoantigenen antigen- 
prasentierenden Zelle erfolgt. 

So kommt als Infusionslosung vorzugsweise physiologische Kochsalzlosung in 
Betracht. Grundsatzlich sind auch andere Losungen, die einen pH-Wert von 5,5 
bis 8,5 aufweisen, geeignet. Auch Serum, beispielsweise humanes Serum, 
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authologes Serum oder Serum anderer Species, Losungen mit Plasmaer- 
satzstoffen, wie Polyvinylpyrolidon, kommen in Betracht. Typischerweise sollen 
0,5 ml bis 500 ml appliziert werden. Diese Mengen sind selbstverstandlich 
nicht absolut, sondern konnen vom Fachmann, je nach Bedingungen und An- 
forderungen, variiert und an die spezifischen Bedurfnisse eines Patienten an- 
gepasst werden. 

Die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende Zelle kann ins- 
besondere zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von ungewollten 
Immunreaktionen, wie Autoimmunerkrankungen und Allergien oder gewollt 
hervorgerufenen Immunreaktionen, wie bei Immunisierungen verwendet wer- 
den. 

Weiterhin kann die erfindungsgemaBe monoantigene antigen-prasentierende 
Zelie zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Immunreaktio- 
nen gegen allologe und/oder xenologe Gewebsmerkmale verwendet werden. 

ErfindungsgemaB beansprucht werden insbesondere Verwendungen, be! denen 
die zu behandelnden Immunreaktionen in Verbindung mit Antigenen oder 
deren Gensequenzen und/oder Teilen davon stehen und ausgewahlt sind aus 
der Gruppe bestehend aus 

- Enzymen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere 
Glutamic acid decarboxylase (GAD), Rezeptor-Typ Protein Tyrosin 
Phosphatase IA-2Beta, Antigen: H+K+ATPase, U1RNP, Transglutamina- 
se, Argininosuccinatlyase (ASL), Tyrosinase-related protein-2, Thyroid 
Peroxidase, Faktor VIII, Faktor IX; 

- Rezeptoren, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbeson- 
dere Acetylcholinrezeptor vom Nicotintyp, Bl-adrenerger-Rezeptor, al- 
adrenerger-Rezeptor, Angiotensin-2-ATl-Rezeptor, Glutamat-Rezeptor, 
Thyrotropin-stimulierendes Hormon (TSH)-Rezeptor, LFA-1, HLA-B27, 
Epididymal Protein DE, Zona Pellucida (ZP)-3 Glycoprotein, Zona Pelluci- 
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da (2P)-4 Glycoprotein, Follicle-Stimulating Hormone (FSH) Rezeptor, 
Sperm Immunogen SP-10 oder Sperm Protein SP-10; 

. - Hormone oder BotenstofFe, deren Gensequenzen und/oder Teilsequen- 
zen, insbesondere Insulin, Thyroglobulin, Follicle-Stimulating Hormone 
(FSH), Prostaglandin F2 alpha, Gonadotropin-Releasing Hormone 
(GnRH), OestradioI-17beta, Oestrogen, Luteinizing Hormon (LH) Re- 
zeptor, Inhibin, Testosteron, Androgen, Chorionic Gonadotrophin (CG), 
Interieukine, Interferone, Cytokine, Chemokine, Bone Morphogenetic 
Factors, B-Interferon, Estradiol; 

- Strukturproteine, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbe- 
sondere Myelin Basic Protein (MBP), Proteoiipid protein (PLP), Myelin oli- 
godendrocyte glycoprotein (MOG), a-Fodrin, Nicht-erythroides a- 
Spectrin, Beta-Amyloid Precursor Protein (beta-APP), Typ 2 Koilagen, 
Sperm Plasma Membran Protein PH-20; 

- Antigene, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere 
CENP-A Autoantigen, Beta2GP-I, ribosomales P Protein, Ro/SSA, 
La/SSB, Sm/RNP, Sm, Scl-70, Jo-1, BCOADC-E2, Albumin, Glucagon, 
Inselzellantigene, Retinal S Ag; 

- Allergene, die eine IgE-Antwort auslosen, deren Gensequenzen 
und/oder Teilsequenzen, insbesondere Der f 1, Der f 2, Der f 3, Der p 1, 
Der p 2, Der p 3, Der p 4, Der p 5, Der p 8, Eur m 1, Lep d 2, Fel d 1, 
Can f 1, Can f 2, Mus m 1, Rat n 1, Bla g 1, Bla g 2, Bla g 4, Bla g 5, Per 
a 1, Bienengift Phospholipase A2 (PLA2)r Group V "major allergen Phi p 
5b von Timothy Grass Pollen, Horn s 1. 

Weiterhin wird erfindungsgemaB beansprucht eine Verwendung bei der die zu 
behandelnden Immunreaktionen in Verbindung mit allologen und/oder xenolo- 
gen Gewebsmerkmalen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbe- 
sondere MHC I, MHC II, Rhesus Faktor stehen. 
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Entwicklung einer Gentherapie 

Das hier vdrgestellte Verfahren zur Reduzierung von Immunantworten z.B. zur 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen mit klar definiertem Autoantikor- 
perprofil basiert auf der gentechnischen Manipulation von bestimmten Blutzel- 
ien vorzugsweise auBerhalb des Korpers, die dann anschlieBend wieder in den 
Organismus zuruckgefuhrt werden. Ziel dieser Behandlung ist unter anderem 
das spezifische Abschalten einer chronischen, durch das Immunsystem getrie- 
benen Produktion von Autoantikorpern, welche die Krankheit auslosen. 

Anwendungsgebiete der Gentherapie 

Das Verfahren zur spezifischen Abschaltung von Immunreaktionen ist immer 
dort sinnvoll, wo ein oder mehrere molekular definierte Targets (Antigene, 
Autoantigene) bekannt sind. Diese konnen beispielsweise mit einer Autoim- 
munerkrankung oder Allergie assoziiert seien, 

Z.B. handelt es sich dabei um Krankheiten mit Autoantikorper-vermittelten 
Autoimmunreaktionen, d.h. um Krankheiten, bei denen die 
"Bindungsstrukturen" dieser Autoantikorper (Autoantigene, Targets) bekannt 
sind und pathogenetische Bedeutung haben. 

Beispiele fur Krankheiten mit bekannten, die Autoantikorper-bindenden mole- 
kularen Strukturen (Epitope) sind: 

• Myasthenia gravis (Autoantikorper gegen den Acetylcholinrezeptor) 

• Morbus Basedow (Autoantikorper gegen den TSH-Rezeptor der Schilddru- 
se) 

• Dilatative Cardiomyopathie (DCM, Autoantikorper gegen den 81- 
adrenergen Rezeptor der Herzmuskelzellen) 
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• bestimmte Formen des insulinabhangigen Diabetes (Autoantikorper gegen 



• bestimmte Formen des malignen Bluthochdrucks (Autoantikorper gegen 
den Angiotensin- und/oder al-adrenerger-Rezeptor. 

Behandlung mit genmanipulierten patienteneigenen Blutzellen: Prin- 
zip der vorgeschlagenen Gentherapie 

Innerhalb des Immunsystems spielen die Antikorper ais Abwehrmolekule 
("humorale Immunreaktion") eine wichtige Rolle. Sie werden von ausgereiften 
B-Lymphozyten produziert. Die Induktion und Produktion der Antikorper er- 
foigt allerdings nicht losgeldst von den restiichen Zellen des Immunsystems; 
vielmehr wird diese humorale Immunreaktion von anderen Zellen des Immun- 
systems gesteuert. Die Immunreaktion lasst sich nicht aufrechterhalten ohne 
die Hilfe und Vermittlung von Antigen-prasentierenden Zellen und T-Helfer- 
Lymphozyten. Die molekularen Mechanismen der Interaktion - des Zell-Zell- 
Kontakts - von Antigen-prasentierenden Zellen mit den T-Helfer-Lymphozyten 
ist auf Rezeptorebene bis ins Detail bekannt 

Neben dem zu prasentierenden Antigen sind auf der Zelloberfiache verschie- 
dene Rezeptoren und Hilfsrezeptoren am Zell-Zell-Kontakt und der Zellakti- 
vierung beteiligt. Ein essentielles Molekul, der interzellularen Wechselwirkung 
bei der Antigenprasentation (Kontakt von Antigen-prMsentierenden Zellen mit 
den T-Heifer-Lymphozyten) sind costimulierende Rezeptoren mit den Bezeich- 
nungen B7-1 und B7-2. Auch CD40 spielt bei dieser Signaltransduktion eine 
Roile. 

Die Funktionen von B7 und CD40 sind Inhalt zahlreicher Publikationen (Daikh 
etal. 1997; Greenfield eta/. 1998; Johnson-Leger eta/. 1998; McAdam eta/. 
1998; Vyth-Dreese et al. 1995) und werden auch umfangreich in Lehrbiichern 
abgehandelt (s. z.B. Janeway and Travers 1997). 



Insulin) 
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Das konzipierte Verfahren beruht auf zwei parallelen Eingriffen an patientenei- 
genen Antigen-prasentierenden Zellen. Die Eingriffe erfolgen mittels geeigne- 
ter Sonden und bewirken 

• die Abschaltung von B7 und damit die Verhinderung der Ausbildung des 
Molekuls auf der Oberflache der Antigen-prasentierenden Zellen und/oder 
die Abschaltung von CD40 und 

• gleichzeitig eine starke Presentation des Autoantigens auf den Antigen- 
prasentierenden Zellen. 

Sollte die Manipulation der Zellen, die z.B. Monozyten sind, in vitro erfolgen, 
werden die Zellen in die Blutbahn des Spenders zuruckgegeben. Die genmani- 
pulierten Monozyten schalten nunmehr die im Organismus befindlichen ent- 
sprechenden T-Helfer-Lymphozyten ab. Die genmanipulierten Zellen treten 
dabei unmittelbar in Konkurrenz zu den bereits im Organismus (vorzugsweise 
Blutbahn und Lymphsystem) vorhandenen Autoantigen-prasentierenden Mo- 
nozyten, die allerdings B7 auf der Zelloberflache tragen und normalerweise die 
T-Helfer-Lymphozyten und damit unter anderem die Antikorperproduktion 
aktivieren. 

Behandlung von Autoimmunerkrankungen, Allergien und Transplan- 
tationen: Stand der Technik 

Kausaltherapien zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Allergien 
extstieren nicht. Von wenigen Ausnahmen abgesehen (extrakorporale Elimina- 
tion der Antikorper aus dem Blut der Patienten bzw. Plasmapherese), erfolgt 
die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Allergien medikamentos 
durch eine Hemmung von Reaktionen des Immunsystems. 

Nach wie vor am gebrauchlichsten ist die medikamentose Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen, Allergien und Transplantationen mit immunsuppres- 
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siven Praparaten wie Cortison und dessen Abkommlingen, Cyclosporin, Beta- 
Interferon Oder Zytostatika (Methothrexat); Desweiteren werden Antikdrper, 
Antagonisten und Oligonukleotide gegen verschiedene Signalkomponenten des 
Immunsystems mit dem Zweck erprobt, die Aktivierung von T-Zeilen zu ver- 
hindern. Solche Arzneimittel sind bestenfalls selektiv, nie aber spezifisch gegen 
die falsch programmierten Autoimmunreaktionen gerichtet.Immunsuppressiva 
haben daher auf wichtige, notwendige und nutzliche Teile des Immunsystems 
eine negative Wirkung; aus diesem Grund und ihrer Nebenwirkungen wegen 
1st ihr Einsatz begrenzt. 

Von den immunsuppressiven Therapien unterscheidet sich das vorgelegte 
Konzept einer Gentherapie zur Reduktion von spezifischen Immunreaktionen' 
grundlegend. Es wird eine spezifische Abschaltung fehlgeleiteter immunologi- 
scher Reaktionen durch gentechnisch umprogrammierte patienteneigene Blut- 
zellen durchgefuhrt. 

Die aufgezeigte Methodik ist als* aligemein gultiges Konzept zur Reduzierung 
von Immunantworten gedacht. Es sollte mit diesem Grundkonzept moglich 
sein jede Immunreaktion des anpassungsfahigen Immunsystems wieder abzu- 
stellen. AuBerdem konnen nach belieben solche Immunreaktionen hervorge- 
rufen und dann wieder abgesteiit werden. 

Somatische Gentherapie 
Grundlagen 

Als Hilfsmittel fur den Gentransfer werden hauptsachlich retrovirale (Hunt 
1987; Porter 1996) oder adenovirus-assoziierte Vektoren eingesetzt (Bertran 
1996), liposomen-vermittelter Gentransfer spielt nur eine untergeordnete 
Rolle. 

Einteilung der Retroviren 

Retroviren sind einzelstrangige, umhullte RNA Viren, Die Famiiie der Retroviri- 
diae wird in drei Unterfamilien eingeteilt: Onkoviren, Lentiviren und Spumavi- 
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ren (Fields 1996). Zu den Lentiviren gehoren HIV-1 und HIV-2, zu den Spu- 
maviren das Simian Foamy Virus. Die Gruppe der Onkoviren wird in 5 Genera 
unterteilt (Tabeile 1). 



Tab. 1: Einteilung der Onkoviren und ihre wichtigsten Vertreter bei Men- 
schen und Tieren 



Genus 
B-Typ Viren 

C-Typ Viren 
(Sauger) 



ALV-related 
(C-Typ Viren) 



D-Typ Viren 

HTLV/BLV 

Gruppe 



Mensch 
HervK Familie 

Erv-3 

S71 Familie 



humane T-Zell Leuka- 
mie Viren 
(HTLV1/HTLV2) 



Tier 

Maus Mamma Tumor Virus 
(MMTV) 

Moloney Maus Leukamie Virus 
(MoMuLV) 

Harvey Maus Sarkom Virus 
(HaMSV) 

felines Leukamie Virus (FeLV) 
Gibbon Ape Leukamie Virus 
(GALV) 

Affen Sarkom Virus (SSV) 
aviares Leukose Virus (ALV) 
Rous Sarkom Virus (RSV) 
Rous assoziertes Virus (RAV 1- 
50) 

Mason Pfitzer Affen Virus 
Rinder Leukamie Virus (BLV) 



Genereller Aufbau der Retro viren 

Elektronenmikroskopische Bilder zeigen, daB Retroviren umhullte Partikel mit 
einer Grosse von etwa 100 nm sind. Das Capsid ist von einer Membran umge- 
ben, in die nach auBen weisende Hullproteine (env) eingelagert sind. Innen ist 
die Membran mit einer Schicht von Matrixproteinen (MA) versehen. Im Innern 
des Partikels befindet sich das Nucleocapsid, welches aus Capsidproteinen (CA) 
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aufgebaut ist. Matrixprotein und Capsidprotein gehoren zu den sogenannten 
gruppenspezifischen Antigenen (gag). Innerhalb des Capsids befinden sich 
zwei Molekule einzelstrangige RNA sowie die Enzyme Reverse 
Transkriptase (RT), Integrase (IN) (durch die als pol bezeichneten Sequenzen 
kodiert) und 

Protease (PR) (durch die als pro bezeichneten Sequenzen kodiert) (Fields 
1996). 

Das Genom der Retroviren besteht aus zwei identischen Einzeistrang-RNAs 
von 7 - 10 kb Lange. 

Die RNA beginnt mit der m 7 GPPP Cap Struktur, die wichtig fur die Translation 
der Strukturproteine ist, und endet mit der ca; 200 Basen langen Poly(A) Se- 
quenz. Zwischen Cap Struktur und Poly(A) Sequenz findet man regulatorische 
Sequenzen, unter anderem den SpleiBdonor, dann folgen die fur die gag-, pro- 
und pol-Proteine kodierenden Sequenzen, der SpleiBakzeptor und die kodie- 
rende Sequenz fur das env Gen. 

Die einfachen Retroviren, wie z.B. die C-Typ Viren, benotigen nur diese Protei- 
ne fur ihren Lebenszyklus. Komplexere Viren,wie z.B. die Lentiviren, enthalten 
noch weitere Gene, entweder durch Verschiebung der Leserahmen oder durch 
weitere Sequenzen zwischen der env-Region und den 3' regulatorischen Se- 
quenzen. 

Maus Leukamie Viren 

Das fur den Gentransfer am haufigsten benutzte Virus, das amphotrope Maus 
Leukamie Virus (MuLV), gehort zur Klasse der C-Typ Viren, Murine Leukamie 
Viren werden anhand ihrer Rezeptornutzung und damlt ihres Wirtsbereiches 
weiter unterteilt (Tab. 2). 
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Tab. 2: Einteilung der murinen Leukamie Viren 



Klasse Wirtsbereich 

amphotrop alle Mammalia 

ecotrop Maus 

polytrop alle Mammalia 

xenotrop alle Mammalia au- 

Ber Maus 

MCF Maus 

10A1 alle Mammalia 



Rezeptor 
Pit-2 (ram-1) 

mCat 

? 
? 



Pit-1 (GIvr-1) und Pit-2 
(ram-1) 



Funktion 
PO4 3 " Trans- 
porter 

AS Transpor- 
ter 
? 



Zellen, die mit den Viren einer Gruppe infiziert sind, konnen nicht von Viren 
derselben Klasse uberinfiziert werden, da die zellularen Rezeptoren bereits von 
den env Proteinen dieses Virus besetzt sind. Dieses Phanomen wird Interferenz 
genannt. Die Zellen konnen jedoch mit Viren einer anderen Klasse infiziert 
werden. 



Aufbau des MuLV -Genoms 

AnschlieBend an die 5' Capping Region befindet sich die 5* R Region, gefolgt 
von der U5 Region, der Primer Binding Site (PBS), dem Leader, den Sequen- 
zen fur die viralen Proteine, dem Polypurintrakt, der U3 Region, der 3' R Regi- 
on und der Poly A Sequenz. 

Direkt an die Capping Struktur anschlieBend und vor dem Poly A Strang befin- 
den sich jeweils die beiden identischen R Regionen. Sie sind ca. 60 Basenpaare 
lang und wichtig fur die reverse Transkription. 



Die am 5 1 Ende anschlieBende US Region ist die erste transkribierte Region bei 
der reversen Transkription und enthalt wichtige Sequenzen fur die Initiation 
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der Transkription. Sie ist ca. 75 Basen lang und wird zum 3' Ende der 5' Long 
Terminal Repeats (LTR) des Provirus. 

Die Primerbinding Site ist 18 Nucleotide lang. Hier wird ein Molekul tRNA als 
Primer gebunden. 

Die Leader Sequenz ist ca. 475 Basen lang und enthalt die Splice Donor Se- 
quenzen. AuBerdem ist das Verpackungssignal hier lokalisiert. Es bewirkt beim 
Zusammenbau der Virionen die Verpackung der genomischen RNA in die Virio- 
nen, wahrend andere RNA nicht verpackt wird. 

Daran schlieBen sich die Sequenzen fur die gag, pro undpol Gene an, gefolgt 
vom Splice Akzeptor und den Sequenzen fur die env Gene. *<■ 
An die env Sequenz schlieBt sich direkt vor der U3 Region der Polypurin Be- 
reich an. Hier ist die Initiationsstelle fur die Plus Strang Synthese lokalisiert. 
Die U3 Region ist ca. 500 Basen lang und wird der 5' Bereich der LTR irn Pro- 
virus. Sie enthalt alle fur die Transkription der viralen Proteine erforderiichen 
Sequenzen, wie z. B. Bindungsstellen fur verschiedene Transkriptionsfaktoren 
oder die TATA Box. Zellinien spezifische Regulation der Expression z. B. wird 
von der U3 Region codiert. 

Die U3 Region wird von der 3 % R Region gefolgt, sowie dem Polyadenylierungs 
Signal und der 200 Nucleotid langen Poly A Sequenz. 

Aufbau der MuLVs 

Die Matrix-, Capsid- und Nucleoproteine werden von zwei gemeinsamen Poly- 
protein-Vorlaufern synthetisiert. Das Prl809 a 9"Pol enthal neben den gag Pro- 
tejnen auch die pol Domane, das Pr6593Q enthalt nur die gag Proteine. Diese 
Vorlauferproteine werden von der viralen Protease (PR) sequentiell in die rei- 
fen Proteine gespalten: Matrixprotein (pl5), Capsidprotein (p30) und Nucle- 
oprotein (plO); Protease (pl4), Reverse Transcriptase (p80) und Integrase 



Das Matrixprotein ist uber aminoterminal angefugte Myristinsaurereste mit der 
Lipidmembran am engsten assoziert. Das Capsid oder Core ist aus dem hydro- 
phoben Capsidprotein aufgebaut Das kleine bastsche Nucieoprotein liegt in- 
nerhalb des Cores. Werden diese Proteine in eukaryontischen Zellen expri- 



(P46). 
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miert, lagern sie sich dort in die Zytoplasmamembran und generieren nach 
Ausknospung fast normal aussehende Virionen. Die gag Proteine liegen im 
ersten Leserahmen des Virusgenom und werden in der Zelle in groBen Mengen 
synthetisiert, da sie sowohl vom Prl809 a 9-P o1 als .auch vom Pr659 a 9 generiert 
werden (Fields 1996), 

Die folgenden pro und pol Gene, die fur die enzymatischen Aktivitaten verant- 
wortlich sind, liegen im nachsten Leserahmen und werden in geringeren Men- 
gen hergestellt (nur vom Prl809 a 9-pol). 

Die Protease ist verantwortlich fur die Aufspaltung der gag und pol Polyprote- 
in-Voriaufer in die reifen Proteine. 

Die reverse Transkriptase enthalt die DNA Polymerase-Aktivitat und eine RNa- 
se H-Aktivitat, sie besitzt jedoch keine "proof reading" Aktivitat. Reverse 
Transkriptase gehort zu den am starksten konservierten Bereichen des Retro- 
virusgenoms. Man findet nicht nur Ubereinstimmung innerhalb der Retrovirus 
Familie, sondern bestimmte Bereiche sind auch bei genetisch weit entfernten 
Viren, wie z.B. den Hepadnaviren (doppelstrartgige DNA-Viren) und dem Btu- 
menkohl-Mosaic Virus zu finden. 

Die Integrase ist das Enzym, das die provirale DNA in das Genom der Wirts- 
zelle einfugt. 

Die env Gene haben einen eigenen Leserahmen und werden uber einen Splei- 
Bakzeptor transkribiert. Sie werden ebenfails als Poiyprotein-Vorlaufer transk- 
ribiert (Pr80 env ) / aber durch eine zellulare Protease gespalten: Transmembran 
Region (pl5E) und externes Giykoprotein (gp70). 

Das env Protein besteht aus zwei Polypeptidketten, die durch Disulfid -Brucken 
miteinander verbunden sind, Diese Ketten werden als gemeinsamer Vorlaufer 
synthetisiert; der aminoterminale Teil ergibt die externe Polypeptidkette (SU), 
der carboxyterminale Teil die Transmembranregion (TM). Das SU Protein ist 
glykosyliert und fur die Interaktion mit dem Rezeptor zustandig; das TM Pro- 
tein ist nicht glykosyliert und sorgt fur die Verankerung der Proteine in der 
Membran. Wahrscheinlich ist er auch fur die Dimerisierung der env Molekule 
verantwortlich. 
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Da die Bindung zwischen dem SU und dem TM Protein nicht besonders fest ist, 
geht das SU Protein haufig "verloren". Dies bedingt unter anderem die man- 
gelnde Stabilitat infektidser Viren wahrend der Ultrazentrifugation und die 
groSe Anzahl an infektionsdefekten Partikeln. 

Der retrovirale Lebenszykius der MuLVs 

Der Replikationszyklus des muririen Leukamie Virus entspricht dem allgemei- 
nen Schema der Retroviren und unterteilt sich in folgende Schritte: 

- Anheftung an den Rezeptor und Zelleintritt 

- Reverse Transkription 

- Kerntransport und Integration 

- Synthese viraler RNA und Proteine 

- Ausknospung und Reifung der Virionen 

Anheftung an den Rezeptor und Zelleintritt 

Die Infektion einer Zelle erfolgt durch die spezifische Anlagerung des Virus an 
seinen Rezeptor auf der Zelloberflache und die anschlieBende Aufnahme des 
Virus in die Zelle. Nur Zellen, die diesen Rezeptor exprimieren, konnen infiziert 
werden. 

Die Interaktion zwischen dem zellularen Rezeptor und dem externen viralen 
Hullprotein (SU) bewirkt eine Konformationsanderung bei letzterem und er- 
moglicht die Fusion mit der Zellmembran durch die Transmembrandomane des 
Virus. Die Aufnahme der Virionen erfolgt entweder durch pH abhangige Fusion 
(ecotropes Virus) oder durch Endozytose (amphotropes Virus). 

Reverse Transkription 

Im Cytoplasma der Zelle erfolgt das Uncoating der Viren; dadurch wird die 
virale RNA freigesetzt und die Reverse Transkriptase aktiviert. Das Capsid 
verbleibt jedoch in enger Assoziation mit der viralen RNA und ist notwendig fur 
die korrekte Transkription der viralen RNA in DNA. 

Ausgehend von dem tRNA Primer, der nahe dem 5 f Ende an der Primerbin- 
dungsstelle (PB) sitzt, wird zunachst der Minus-DNA-Strang synthetisiert. Es 
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wird die 5' gelegene U5 und R-Region transkribiert (strong stop DNA), wobei 
gleichzeitig durch die RNAse H Aktivitat der Reversen Transcriptase die RNA 
Matritze abgebaut wird. Die so freigewordene DNA "springt" an das 3' Ende 
der viralen RNA und es erfolgt eine Anlagerung der neu synthetisierten R- 
Region an die dort vorhandene R-Region. Ausgehend von dieser Matritze wird 
die restliche viraie RNA in DNA transkribiert und bis auf den RNAse H resis- 
tenten Polypurin Bereich vor der U3 Region abgebaut. Dieser Bereich dient am 
bereits synthetisierten Minus-DNA-Strang als Matritze fur die Synthese des 
Plus-DNA-Stranges, dessen 3* Ende als erstes transkribiert wird. Dann werden 
die verbleibenden RNA Reste abgebaut und die Primerbindungsstelle des Plus- 
Stranges kann an die Primerbindungsstelle des Minus-Stranges binden und die 
Synthese des Pius-Stranges kann vollstandig ablaufen. Als letzter Schritt wer- 
den beide DNA Strange vervollstandigt. Die neu synthetisierte DNA enthalt an 
beiden Seiten die Long Terminal Repeats (LTR). 

Kerntransport und Integration 

Die im Cytoplasma neu synthetisierte viraie DNA wandert als Praintegrati- 
onskomplex in den Kern und lagert sich dort an die zellulare DNA an. MuLV 
konnen nur sich teilende Zellen infizieren, da diese eine aufgeioste Zellmemb- 
ran haben. Sie besitzen kein Kerntransportsignal oder Protein (wie z.B. HIV), 
daB den Kerntransport bewirken konnte. Der Praintegrationskomplex ist auch 
zu groB, urn durch Kernporen zu diffundieren. Die viraie DNA liegt in linearer 
Form vor. Die viruseigene Integrase spaltet die zellulare DNA an einer beliebi- 
gen Stelle und erzeugt uberhangende Enden von 6 Basenpaaren. Die 3 1 Enden 
der viralen DNA werden mit einem Strang der zellularen DNA ligiert; vorher 
werden jeweils 2 Basen an den 3' Enden der viralen DNA entfernt. Die fehlen- 
den Sequenzen im zweiten Strang werden durch das zelleigene Reparatursys- 
tem aufgefullt, wobei auch die beiden uberzahligen Basen am 5' Ende der 
viralen DNA entfernt werden. 
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Retrovirale Vektoren 

Retroviren gehoren zu den nicht lytischen Viren, haben ein eirifaches Genom, 
sind gut charakterisiert, integrieren stabil in das Genom der infizierten Zelle 
und konnen dort dauerhaft das inserierte Gen exprimieren- alles Grunde, urn 
sie fur gentherapeutische Ansatze attraktiv zu machen. 
Fur die Transduktion von humanen Zellen werden Vektoren mit amphotropem 
env etngesetzt oder Pseudotypvektoren mit dem env anderer Viren. Es wird an 
der Entwicklung zelltypspezifischer Vektoren gearbeitet, entweder durch Wahl 
einer geeigneten LTR (Hunt 1987), eines besonderen Hullproteins oder durch 
Einbringen von Antikorpern oder Rezeptoren in die Virushulle. 



Retrovirale Vektoren werden auf der Basis von Retroviren hergestellt. Um.die 
Bildung von repiikationskompetenten Viren zu verhindern, werden die viralen 
Gene deletiert Anstelle dieser wird zwischen die LTRs das zu exprimierende 
Gen mit den notigen Regulationssequenzen kloniert und mit dem Verpa- 
ckungssignal versehen. Die Verpackung der Vektoren erfolgt in speziellen 
Verpackungszellinien, die alle zur Verpackung notigen Proteine bereitstellen. 
Die zu transferierende DNA wird durch die Verpackungskapazitat der Virionen 
begrenzt. Retrovirale Vektoren konnen bis 9 kb Fremd DNA ubertragen. 
Durch Wahl eines geeigneten LTR oder eines zusatzlichen Promoters wird ver- 
sucht, eine moglichst hohe Expression des transferierten Gens in der ge- 
wunschten Zielzelle zu erhalten. Durch verschiedene Strategien konnen meh- 
rere Gene von einem Vektor aus kodiert werden. 

Verpackungszellen fur retrovirale Vektoren 

Da bei retroviralen Vektoren alle viralen Gene deletiert wurden, mussen die fur 
die Replikation benotigten Proteine von geeigneten Verpackungszellen bereit 
gestellt werden. 

Die zur Zeit benutzten Verpackungszellen enthalten ein Konstrukt, das fur die 
gag pol Gene kodiert, und ein weiteres, das fur die Hullproteine kodiert (Danos 
1988). Sie sind stabil in das Genom der Zellen integriert. Die Konstrukte ent- 



Aufbau 
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halten kein Verpackungssignal, so daB nur leere Virionen gebildet werden. Erst 
wenn Vektor DNA in den Zellen vorliegt, entstehen RNA haltige Viren. 
Die Benutzung von zwei verschiedenen Konstrukten zur Expression von gag, 
pol und env soil die Gefahr der BHdung von replikationskorhpetenten Viren 
vermindern. Es sind mindestens drei Rekombinationsereignisse erforderlich, 
bevor ein replikationskompetentes Virus (RCR) entstehen kann. Trotzdem 
mussen Verpackungszellen fur klinische Anwendungen standig auf RCRs uberr 
pruft werden, 

Ausfuhrunqsbeispiet 

Methoden 

Die grundsatzlichen Methoden der Molekularbiologie sind in "Current Protocols" 
(Fred M. Ausubel 1999; John E. Coligan 1999; Juan S. Bonifacino 1999) offen- 
bart. Hierauf wird ausdruckiich Bezug genommen. 

Zellkultur 

Alle Zellinien wurden in Brutschranken bei 37°C und 5 % CQ2 kultiviert. 

Isolation von Monozyten 

Fotgende Methoden wurden verwandt, urn humane Blutmonozyten Oder solche 
aus Mausen aufzureinigen. Dem Fachmann sind noch weitere Methoden an 
sich bekannt, 

Isolieruna und Kultur peripherer Blutmonozyten 

Medium 1: Dulbecco^ PBS ohne (Ca und Mg) 

Medium 2: RPMI 1640 



10% fetales Kalberserum 



Medium 3: 



RPMI 1640 f serumfrei 
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Periphere Blutmonozyten wurden aus buffy coats oder Mauseblut vorzugsweise 
durch Dichtezentrifugation iiber ein Lymphozytentrennmedium und anschlie- 
Bende selektive Adhasion isoliert. 

Buffy coats, prapariert aus ca. 400 ml Zitratblut von gesunden Spendern, wur- 
den von einer lokalen Blutspende erhalten. Frisch praparierte buffy coats wur- 
den jeweils mit Medium 1 auf ca. 120 ml aufgefullt. 30 bis 35 ml der Zellsus- 
pension wurden in sterilen 50ml-PolypropyIenr6hrchen mit 15 ml Ficoll-Paque 
(d = 1,077 mg/ml) vorsichtig mit einer Spritze unterschichtet und bei 400 x g, 
30 min, 24°C zentrifugiert. Die in der Interphase enthaltenen Lymphozyten/ 
Monozyten wurden zweimal bei 200 x g, 15 min, 20°C gewaschen. Dann wur- 
den die Zellen mit einer Dichte von 5x 10 6 /ml bis 2 x 10 7 /ml in sterile, gelati- 
nebeschichtete Zellkulturschalen in Medium 2 ausgesat. . Nach zweistundiger 
Inkubation bei 37°C konnten nicht adharente Zellen durch dreimaliges, 
gleichmaSiges Waschen mit Medium 3 entfernt werden. Die Monozyten wurden 
dann in Medium 2 bei 37°C, 5% CO2 kultiviert. Das Mauseblut wurde in glei- 
cher Weise behandelt 

Der Buffy coat bzw. das Mauseblut wurde 1:4 mit PBS ohne (Ca und Mg) ver- 
dunnt, 15 Minuten bei 100 g zentrifugiert. Der obere gelbliche Teil (Plasma) 
enthalt hauptsachlich Thrombozyten. Er wird vorsichtig abgenommen und 
verworfen. Der Rest wird mit PBS ohne Ca & Mg auf ca. 120 ml verdunnt. die 
Losung wird auf vier Falcontubes mit jeweils 15 mi FIcoll (d = 1,077 mg/ml) 
uberschichtet Dann wird 20 Minuten bei 700 g ohne Bremse zentrifugiert. Die 
Interphase (milchiger Ring) wird abgesaugt (Lymphozyten, Monozyten, 
Thrombozyten) und zweimal gewaschen. Das Pellet (Erythrozyten, Granulozy- 
ten) wird verworfen. 

Die Monozyten werden dann durch Adherenz an gelatinierte PlastikgefaBe 
isoliert, da die anderen Zelltypen beim waschen entfernt werden. Hierzu wurde 
die Interphase zwei Stunden in den gelatinierten PlastikgefaBen inkubiert. 





WO 00/66715 



PCT/EP00/03984 



- 36 - 



Virusproduktion 

Fur transiente Virusproduktion wurden die Zellen unter Verwendung der Ca- 
PO^Methode transfiziert und die Uberstande an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen abgesammelt. 

Bei stabilen Producer Linien wurden die Zellen konfluent ausgesat und das 
Medium. nach 6 h gewechselt. Nach 16 h wurden die Uberstande abgesammelt 
und durch einen 0,8 pm Filter filtriert. Der Virusuberstand von amphotropoen 
Verpackungslinien wurde direkt eingesetzt. 

Virusanreicherung 

Zur Virusanreicherung wurden die Uberstande der virusproduzierenden Zellen 
abgesammelt und durch einen 0,8 pm Filter filtriert. AnschijeBend wurden sie 
in ein Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt und bei 100.000 g und 5°C 2 h ab- 
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das pelletierte Virus in wenig 
DMEM-Medium mit 2 % BSA aufgenommen. Die konzentrierten Viren wurden 
entweder direkt in Teste eingesetzt oder bei -80°C eingefroren. 
Zur Optimierung wurde in Zentrifugationsrohrchen 5 ml einer 15% Sucroselo- 
sung vorgelegt und diese mit dem Zellkulturuberstand uberschichtet. Dann 
wurde wie oben beschrieben zentrifugiert. 

Fur Westernblot-Analysen wurde der Uberstand auf zwei Rohrchen aufgeteilt 
und zentrifugiert. Eines der Virus-Pellets wurde in Medium aufgenommen zur 
Titerbestrmmung, das andere wurde in der gleichen Menge Virus-Lysepuffer 
aufgenommen und bis zur Verwendung bei -80°C eingefroren. 

Virustiterbestimmung 



Je 5xl0 3 SC-1 Rbroblasten wurden in 1 ml Medium in die Well einer 24 Well 
Platte ausplattiert Nach 4 Stunden Inkubation wurde das Medium entfernt, 
durch 1 ml einer Virusverdunnung (1:5 Verdunnungsschritte, dreifach Ansatz) 
ersetzt und weitere 16 h inkubiert Die Expression der zusatzlichen geneti- 
schen Informationen wurde im FACS oder per RT-PCR quantifiziert. Es wurden 
die Klone der Verdunnungsstufe ausgezahlt, die 1-6 Klone pro Well enthielt. 



a.) GTU 
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b.)Verdunnung der infizierten Zellen 

Je lxlO 6 SC-1 Fibrobiasten wurden in 3 ml in die Wells einer 6-Well Platte 
ausplattiert. Nach 4 Stunden Inkubation wurde das Medium entfernt, durch 2 
ml einer Virusverdunnung ersetzt und weitere 16 h inkubiert. Die Zellen wur- 
den trypsiniert und in Verdunnungen von 102, 3x10^ bis 1x10^ Zellen/Well in 
4 ml Medium ausplattiert. Es wurden je zwei Well pro Verdunnung angesetzt. 
Die Expression der zusatzlichen genetischen Informationen wurde im FACS 
Oder per RT-PCR quantifiziert. Es wurden die Klone der Verdunnungsstufe 
ausgezahlt,-die 1-6 Klone pro Well enthielt. 

Die Klonierungseffizienz berechnete sich aus den Klonen der Klonie- 
rungskontrolle: 

Der Virustiter berechnete sich aus den Klonen der einzelnen Virusverdunnung, 
der Verdunnungsstufe und der Klonierungseffizienz. 

Zur Titerbestimmung wurden nur Verdunnungen verwendet, in denen die An- 
zahl der Klone linear mit den Verdunnungen anstieg. 

Verwendete therapeutische Gene 

Als Genfahre diente ein amphotropes, murines Leukamievirus. Die in den Ver- 
suchen verwendeten Gene bezwecken einerseits die Reduktion der an der 
Zelloberflache erscheinenden B7- und/oder CD40-Molekiile und sollen zusatz- 
lich fur die Expression eines Antigens sorgen. Dazu werden zu Beginn CTLA4Ig 
zur Unterdruckung von B7 und/oder CD40-Antisense-cDNA und ein Antigen 
verwendet. Bei dem Antigen handelt es sich bei humanen Monozyten urn das 
C-Fragment des Tetanustoxins. Bei den Mausemonozyten urn Ovalbumin. 
CTLA4Ig ist ein Fusionsprotein aus dem Fc-Teil eines Antikorpers und dem Teil 
von CTLA4, der an B7 bindet. Es ist gezeigt worden, daS dieses Molekul sehr 
effektiv beide B7 (1 und 2)- Molekule bindet und auch neutralisieren kann 
(Linsley, et a!.; Patent; 1993). 

Da Menschen gegen Tetanus geimpft werden, kann in humanem Blut eine 
starke Reaktion gegen Fragmente des Tetanustoxins (z.B. das C-Fragment) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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auch ex vivo beobachtet werden. Dies wurde genutzt, urn die ex vivo T- 
Zellproliferation zu beobachten. 

Die Mause wiederum konnen gegen Ovalbumin geimpft werden. Danach kann 
die Reduktion der Immunantwort gegen Ovalbumin, beobachtet werden. 
Als Promotor wurde der CMV-Promotor (Boshart et al. 1985; Nelson et ah 
1987) verwendet. Die Gene waren durch IRES-Sequenzen transkriptional ge- 
koppelt (Hildinger etal. 1999). 

Transfektion der Monozyten 

Hierfur wurde der Uberstand der Verpackungszellinie verwendet. Mit diesem 
wurden die Monozyten inkubiert. 

Ergebnisse mit humanen Monozyten, in vitro 

Die Buffy Coats wurden vorweg auf ihre Reaktivitat gegen Tetanustoxin ge- 
testet. Der Versuchsansatz enthalt Tests, mit Monozyten und T-Lymphozyten. 
Die Monozyten wurden 

1. nicht genetisch verandert; 

2. mit einem Retrovirus behandelt, der keine therapeutischen Gene enthalt; 

3. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der C-Fragment-Tetanustoxin- 
cDNA versehen ist; 

4. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der C-Fragment-Tetanustoxin- 
cDNA und der CTLA4Ig-cDNA versehen ist; 

5. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der OFragment-Tetanustoxin- 
cDNA und der CD40-Antisense-cDNA versehen ist; 

6. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der C-Fragment-Tetanustoxin- 
cDNA 7 der CD40-Antisense-cDNA und der CTLA4Ig-cDNA versehen ist. 

Die Messungen wurden sieben Tage nach Beginn der Behandlungen durchge- 
fuhrt Der T-Zeli-Proliferation-Assay wurde mit dem EZ4U-Kit (BIOMEDICA, 
Wien, Osterreich) durchgefuhrt. 
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Reaktion der T-Zellen in relativen Einheiten: 



zu 1.: 
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Diskussion 

Der Versuch zeigt, daS die Gesamtheit der T-Zeli-vermittelten Immunreaktio- 
nen gegen in diesem Falle Tetanustoxin vermindert werden kann, wenn die 
Monozyten nicht nur spezifisch antigene Determinaten des Tetanustoxins pra- 
sentieren, sondern zusatzlich die Bindung von B7- und/oder CD40-Molekulen 
an die entsprechenden Liganden verhindert wird. Hier sind sowohl Thl als 
auch Th2 T-Zell-Aktivierungen vermindert worden. Die Blockade von B7 ist 
dabei effizienter als die von CD40. 

Ergebnisse an Tieren, in vivo 

Der Versuchsansatz enthalt Tests, mit Monozyten und T-Lymphozyten.* Die 
Monozyten wurden 

1. nicht genetisch verandert; 

2. mit einem Retrovirus behandelt, der keine therapeutischen Gene enthalt; 

3. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der Ovalbuminli-cDNA versehen 
ist; 

4. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der Ovalbuminli-cDNA und der 
CTLA4Ig-cDNA versehen ist; 

5. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der Ovalbuminli-cDNA und der 
CD40-Antisense-cDNA versehen ist; 

6. mit einem Retrovirus behandelt, der mit der Ovalbuminli-cDNA, der CD40- 
Antisense-cDNA und der CTLA4Ig-cDNA versehen ist. 
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Ovalbuminli bedeutet, daB das Ovalbumin mit einer Signalsequenz fur das 
MHC II-Kompartiment versehen wurde, urn seine Fragmente mit groSerer 
Effizienz an MHC II prasentieren zu lassen. 

Antikorperspieqel der qeqen Ovalbumin qeimpften Mause in relativen Elnhei- 
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Diskussion 

Der Versuch zeigt, dass die humorale Immunantwort gegen in diesem Falle 
Ovalbumin vermindert werden kann, wenn die Monozyten nicht nur spezifisch 
antigene Determinaten des Ovalbumins prasentieren, sondern zusatzlich die 
Bindung von B7- und/oder CD40-Molekulen an die entsprechenden Uganden 
verhiridert wird. Wir haben hier vor allem Th2 T-Zell-Aktivierungen beobachtet. 
Die Blockade von 67 ist dabei effizienter als die von CD40. Es hat sich auch 
gezeigt, das die Verwendung der Signalsequenz der Invarianten Kette gut 
geeignet ist, urn den gewiinschten Effekt zu erhaiten. In den beiden gezeigten 
Beispielen wurde das System an Menschen- und Mauseblut getestet Es zeigte 
sich, dass sowohl in vitro, als auch in vivo eine Unterdruckung spezifischer 
Immunantworten moglich ist. 

Neben der erfindungsgemaB beschriebenen Transduktion von Antigen- 
prasentierenden Zellen sind dem Fachmann auch andere Moglichkeiten zur 
Transduktion, wie die Verwendung anderer Viren oder der nicht-virale Gen- 
transfer an sich bekannt 



WO 00/66715 




PCI7EP00/03984 



Literatur 

Daikh-D., Wofsy D. and Imboden J. (1997) The CD28-B7 constimulatory 
pathway and its role in autoimmune disease. J Leukoc Biol 62, 165-62. 

Greenfield E., Nguyen K. and Kuchroo V. (1998) CD28/B7 costimulation: a 
review. Crit Rev Immunol 18, 389-418 

Janeway J.C.A, and Travers P. (1997) Immunobiology - The immune sys- 
tem in health and disease. Current Biology Ltd./Garland Publishing Inc., Lon- 
don, San Francisco and New York 

Johnson-Leger C, Christensen J. and Klaus G. (1998) CD28 co- 
stimulation stabilizes the expression of the CD40 lingand on T cells. Int Im- 
munol 10, 1083-91 

McAdam A., Schweitzer A. and Sharpe A. (1998) The role of B7 costimula- 
tion in activation and differentiation of CD4+ and CD8+ T cells. Immunol Rev 
165, 231-47 

Steinman L. (1994) Autoimmunerkrankungen. Spektrum der Wissenschaften 
(Spezial: Das Immunsystem) 64-73. 

Vyth-Dreese F., Dellemijn T., Majoor D. and de Jong D. (1995) Localizati- 
on in situ of the co-stimuiatory molecules B7.1, B7.2, DC40 and their ligands 
in normal human lymphoid tissue. Eur J Immunol 25, 3023-9 

Linsley Peter S; Ledbetter Jeffrey A; Damle Nitin K; Brady William 

(Publication date: 1993-01-07 ) CTL4A RECEPTOR, FUSION PROTEINS 
CONTAINING IT AND USES THEREOF. Patent Number: WO9300431 

Bertran J. Miller, J., Yang, Y. f et al., . (1996) Recombinant adeno- 
associated virus-mediated high-efficiency, transient expression of the murine 
cationic amino acid transporter (ecotropic retroviral receptor) permits stable 




WO 00/66715 PCT/EP00/03984 

- 42 - 

transduction of human HeLa cells by ecotropic retroviral vectors. J-Virol. 70, 
6759-66. 

Boshart M., Weber F., Jahn G., Dorsch-Hasler K., Fleckenstein B. and 
Schaffner W. (1985) A very strong enhancer is located upstream of an im- 
mediate early gene of human cytomegalovirus. Cell 41, 521-30. 

Danos O.a.M. R.C. (1988) Safe and efficient generation of recombinant 
retroviruses with amphotropic and ecotropic host ranges. Genetics 85, 6460- 
6464. 

Fields B.N. (1996) Fields Virology. Lippincot-Raven, Philadelphia 

Fred M. Ausubel R.B. Robert E. Kingston, David D. Moore, J.G. Seid- 
man, John A- Smith, Kevin Struhl (1999) Current Protocols in Molecular 
Biology. John Wiley & Sons, New York 

Hildinger M., Schilz A., Eckert H.G., Bohn W., Fehse B., Zander A., Os- 
tertag W. and Baum C. (1999) Bicistronic retroviral vectors for combining 
myeloprotection with cell-surface marking. Gene Ther 6, 1222-30. 

Hunt N. Laker, C, Stocking, C, et al. (1987) Retroviral vectors for gene 
transfer into and gene expression in hematopoietic cells. In Advanced Re- 
search Workshop " Molecular and Cellular Aspects of Erythropoiesis", (Rich 
I.N., eds) Berlin: Springer-Veiiag, pp. 103-121. 

John E. Coligan A.M.K. David H. Margulies, Ethan M. Shevach, Warren 
Strober (1999) Current Protocols in Immunology. John Wiley &Sons, New 
York 

Juan S. Bonifacino M.D. Jennifer Lippincott-Schwartz, Joe B. Harford, 
and Kenneth M. Yamada (1999) Current Protocols In Cell Biology. John Wi- 
ley & Sons, New York 




WO 00/66715 PCT/EP00/03984 

A3 - 

Nelson J.A., Reynolds-Kohler C. and Smith B.A. (1987) Negative and 
positive regulation by a short segment in the S'-flanking region of the human 
cytomegalovirus major immediate-early gene. Mol Cell Biol 7, 4125-9. 

Porter CD. Collins, M., Tailor, C, et al. (1996) Comparison of efficiency of 
infection of human gene therapy target cells via four different retroviral re- 
ceptors. Hum Gene Ther 7(), 913-9. 





WO 00/66715 



PCT/EP00/03984 



- 44 - 



Patentanspriiche 



1. Antigen prasentierende Zelle, die uberwiegend vorher bestimmte Anti- 
gene prasentiert (monoantigene antigen-prasentierende Zelle) dadurch 
gekennzeichnet, dass die monoantigene antigen-prasentierende Zelle 
teilungsfahig ist und eine der Funktionen co-stimulatorischer Rezeptoren 
der Zelle, wie em B7- und/oder CD40-Rezeptor supprimiert ist. 

2. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass die monoantigene antigen-prasentierende Zelle ein 
Monozyt, eine dendritische Zelle und/oder ein Makrophage ist. 

3. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach Anspruch 1 und/oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dass durch Transformation einer antigen- 
prasentierenden Zelle mit nukleinsaurehaltigem Material eine erhohte 
Expression eines Antigens erfolgt und die antigen-prasentierende Zelle 
im wesentlichen nur eine Sorte eines Antigens prasentiert. 

4. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die monoantigene an- 
tigen-prasentierende Zelle eine erhohte Anzahl von Homing-Rezeptoren, 
wie CD44, aufweist 

5. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass eine Transformation 
eine Suppression von Funktionen der B7-, CD40-Rezeptoren und/oder 
eine Erhohung der Anzahl von Homing-Rezeptoren bewirkt. 

6. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 5 enthaltend Antisense-Nukleinsauren zur Verhinderung 
der B7- und/oder CD40-Rezeptor Expression. 
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Monoantigene an.tigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
AnsprCiche 1 bis 5 enthaltend Nukleinsauren, die eine Unterdruckung der . 
Expression der B7- und/oder CD40-Rezeptoren durch Co-Suppression 
bewirken. 

Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 7 enthaltend Nukleinsauren, die eine Expression von mit 
B7- und/oder CD40-Rezeptoren affinen Strukturen aufweisenden Protei- 
nen oder Peptiden bewirken. 

Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach Anspruch 8, wobei die 
Proteine, die affine Strukturen zu B7-Rezeptoren aufweisen CTLA4, 
CD28, Antikorper, F(ab) 2 , scFv und/oder F 3b -Fragmente sind. 

10. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach Anspruch 8 und/oder 
9, wobei die Nukleinsauren fur eine Signalsequenz kodieren oder die Ex- 
pressionsprodukte eine Signalsequenz besitzen, die den Verbleib der Ex- 
pressionsprodukte im endoplasmatischen Retikulum, dem Golgi-Apparat, 
dem Trans-Golgi-Netzwerk oder intrazellularen Vesikeln bewirkt. 

11. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
Anspruche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die monoantigene 
antigen-prasentierende Zelle zur Expression von Antigenen mit Nuklein- 
sauren transformiert ist, die den Transport der exprimierten Antigene in 
MHC II-Kompartimente der Zellen ermoglicht. 

12. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach mindestens einem der 
Anspruche 3 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauren 
DNA, RNA, Oligonukleotide, Polynukleotide, Ribozyme, Peptidnuklein- 
sauren (PNA) sind. 
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13. Monoantigene antigen-prasentierende Zelle nach Anspruch 12, dadurch 
. gekennzeichnet, dass die DNA Regulationselemente wie Enhancer, Pro- 
motoren, polyA-kodierende 3*-Enden zur Transkription der DNA in RNA 

' enthalt, die RNA Regulationselemente zur Translation der RNA in Protein 
enthalt. 

14. Verfahren. zur Herstellung der monoantigenen antigen-prasentierenden 
Zelle nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 13 durch ex vivo oder 
in vivo Verfahren. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei eine antigen-prasentierende Zelle ex 
vivo oder in vivo durch Behandlung mit Viren, viralen Vektoren, bakteri- 
ellen Vektoren, Plasmiden, die durch viralen Gentransfer, Elektroporati- 
onstechniken, Iontophorese, ballistischen Methoden und/oder anderen 
Techniken zur Einschleusung von Molekulen in eine monoantigene anti- 
gen-prasentierende Zelle transformiert wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 und/pder 15, wobei eine antigen- 
prasentierende Zelle oder eine monoantigene antigen-prasentierende 
Zelle durch Behandlung mit Viren, viralen Vektoren, bakteriellen Vekto- 
ren, Plasmiden die durch viralen Gentransfer, Elektroporationstechniken, 
Iontophorese, ballistischen Methoden und/oder anderen Techniken zur 
Einschleusung von Molekulen in eine Zelle mit supprimierter Funktion co- 
stimulatorischer Rezeptoren transformiert, die Expression co- 
stimulatorischer Rezeptoren durch Verhinderung deren Expression oder 
die co-stimulatorischen Rezeptoren durch Reaktion mit affinen Struktu- 
ren an einer Stimulation von T-Zellen, die an die monoantigene^ antigen^ 
prasentierende Zelle gebunden sind, verhindert wird. 

17. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 14 bis 16, wobei Mole- 
kule wie Antikorper, Prdteine, Peptide, Peptidomimetica, CTLA4, CD28, 
CD40L und/oder Bestandteile und/oder Kombinationen dieser Molekule, 
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die z.B. B7-1, B7-2, CD40.binden, welche eine in Gegenwart einer Anti- 
genprasentation stattfindende Co-Stimulation der T-Zelle behindert, mit 
der monoantigenen antigen-prasentierenden Zelle Oder der antigen- 
prasentierenden Zelle in Kontakt gebracht werden. 

18. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 14 bis 17, wobei die 
Molekule gemaB Anspruch 17 durch Vehikel, wie Liposomen, Hydrogele, 
Zykiodextrine, biologisch abbaubare Nanokapseln, bio-adhasive Mikro- 
kugeln und/oder durch Elektroporationstechniken, Iontophorese, ballisti- 
sche Methoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Mole- 
kulen in die monoantigene antigen-prasentierende Zelle oder die 
antigen-prasentierende Zelle transferiert werden. 

19. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 14 bis 18, wobei Nuk- 
leinsauren durch Viren, virale Vektoren, bakterielle Vektoren, Plasmide 
die durch viralen Gentransfer, Elektroporationstechniken* Iontophorese, 
baliistische Methoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von 
Molekulen in die antigen-prasentierende Zelle oder die antigen- 
prasentierende Zelle transferiert werden. 

20. Arzneimittel enthaltend mindestens eine monoantigene antigen- 
prasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspruche 1 bisl3. 

21. Arzneimittei nach Anspruch 20, wobei mindestens eine monoantigene 
antigen-prasentierende Zelle als Infusionslosung zur intravenosen oder 
intraperitonealen Applikation formuliert 1st 

22. Verwendung mindestens einer monoantigenen antigen-prasentierenden 
Zelle nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 13 zur Herstellung ei- 
nes Arzneimitteis zur Behandiung von ungewollten Immunreaktionen, 
wie Autoimmunerkrankungen und Allergien oder gewollt hervorgerufe- 
nen Immunreaktionen, wie bei Immunisierungen. 
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23. Verwendung mindestens einer monoantigenen antigen-prasentierenden 
Zelle nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 13 zur Hersteilung ei- 
nes Arzneimittels zur Behandlung von Immunreaktionen gegen allologe 
und/oder xenologe Gewebsmerkmale. 

24. Verwendung nach Anspruch 22, wobei die zu behandelnden Immunreak- 
tionen in Verbindung mit Antigenen Oder deren Gensequenzen und/oder 
Teiien davon stehen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

- Enzymen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere 
Glutamic acid decarboxylase (GAD), Rezeptor-Typ Protein Tyrosin 
Phosphatase IA-2Beta, H + K + ATPase, U1RNP, Transglutaminase, Argini- 
nosuccinatelyase (ASL), Tyrosinase-reiated protein-2, Thyroid Peroxida- 
se, Faktor VIII, Faktor IX; 

- Rezeptoren, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere 
Acetylcholinrezeptor vom Nicotintyp, Myasthenia gravis, Bl-adrenerger 
Rezeptor, al-adrenerger-Rezeptor, Angiotensin-2-ATl-Rezeptor, Gluta- 
mat-Rezeptor, Thyrotropin-stimulierendes Hormon (TSH)-Rezeptor, LFA- 
1, HLA-B27, Epididymal Protein DE, Zona Pellucida (ZP)-3 Glycoprotein, 
Zona Pellucida (ZP)-4 Glycoprotein, Follicle-Stimulating Hormone (FSH) 
Rezeptor, Sperm Immunogen SP-10 oder Sperm Protein SP-10; 

- Hormone oder Botenstoffe, deren Gensequenzen und/oder Teilsequen- 
zen, insbesondere Insulin, Thyroglobulin, Follicle-Stimulating Hormone 
(FSH), Prostaglandin F2 alpha, Gonadotropin-Releasing Hormone 
(GnRH), Oestradioi-17beta, Oestrogen, Luteinizing Hormon (LH) Rezep- 
tor, Inhibin, Testosteron, Androgen, Chorionic Gonadotrophin (CG), In- 
terleukine, Interferone, Cytokine, Chemokine, Bone Morphogenetic Fac- 
tors, B-Interferon, Estradiol; 
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- Strukturproteine, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbe- 
sondere Myelin Basic Protein (MBP), Proteolipid protein (PLP), Myelin oli- 
godendrocyte glycoprotein (MOG), a-Fodrin,. Nicht-erythroides a- 
Spectrin, Beta-Amyloid Precursor Protein (beta-APP), Typ 2 Kollagen, 
Sperm Plasma Membran Protein PH-20; 

- Antigene, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere 
CENP- A Autoantigen, Beta2GP-I, ribosomales P Protein, Ro/SSA, 
La/SSB, Sm/RNP, Sm, Sci-70, Jo-l, BCOADC-E2, Albumin, Glucagon, In- 
selzellantigene, Retinal S Ag; 

- Allergene, die eine IgE-Antwort auslosen, deren Gensequenzen und/oder 
Teilsequenzen, insbesondere Der f 1, Der f 2, Der f 3, Der p 1, Der p 2, 
Der p 3, Der p 4, Der p 5, Der p 8, Eur m 1, Lep d 2, Fel d 1, Can f 1, 
Can f 2, Mus m 1, Rat n 1, Bla g 1, Bla g 2, Bla g 4, Bla g 5, Per a 1, Bie- 
nengift Phospholipase A2 (PLA2), Group V major allergen Phi p 5b von 
Timothy Grass Pollen, Horn s 1. 

25. Verwendung nach Anspruch 23, wobei die zu behandelnden Immunre- 
aktionen in Verbindung mit allologen und/oder xenologen Gewebsmerk- 
malen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere MHC 
I, MHC II, Rhesus Faktor steht. 
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Figur 1: Funktion der Genmanipulation auf zellularer Ebene 



a) T-Zeli- B-Zell- 




a) normaler Mechanismus der T-Helfer-Zell-Aktivierung uber Monozyten 

b) Mechanismus der Monozyten nach Genmanipulation. Ausbleiben der T- 
Helfer-Zell-Aktivierung nach Genmanipulation der Monozyten, 
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Figur 2: "Normale" Immunreaktion zur Antikorperbildung, Antigen- 
prasentierende Monozyten als Induktoren der Antikorperpro'duktion. 
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Figur 3: Funktion der Genmanipulation auf molekularer Ebene: der Co- 
stimulierende Rezeptor B7 wird inaktiviert 
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Figur 4(1): Funktion der Genmanipulation auf molekularer Ebene: das Auto- 
antigen wird von den B7-inhibierten antigenprasentierenden Zellen syntheti- 
siert 
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Abb. 4(II):Vergleich der Antigenprasentation von "normalen" (1) und 
gentechnisch veranderten (2) Monozyten. Siehe auch Abb. 4(1). 

Autoantigenmengen, die an den MHC II prasentiert werden 




Normale Monozyten prasentieren selten das Autoantigen und wenn, dann 
esnur von wenigen MHC II prasentiert. 
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